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チ ミ ジル 酸合成酵素(thymidylate synthas e, T S)は フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤の 標的酵素で あ り, 抗癌剤 の 代謝産物 で
ある フ ロ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 1燐酸(5-flu or o,2
'
-de o xyuridin e5
'
-m O n OPhosphate , F d しM P) と T S お よびメ チ レ ン テ トラ ヒ ド
ロ 葉酸 (5,10-m ethyle n etetr ahydrofolate , C H2F H4)の 3著聞で 強力な 3重結合体(ter n a ry c omplex)を形成する こ と に より酵素
活性 が阻害 され る . 本研究で は ヒ ト 大腸癌手術 に よ り摘出され た50検体を対象と して , T S活性, C H2F H4 お よ び C H2F H4 の 前
代謝物 である テ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸(tetrahydr ofolate , F H｡) を測定 し , 癌化学療法 に おける T S活性測定 の 意義お よ び今後の 化学
療法の 方向性 を検討 した . 大腸癌症例50例中14例 に は術前に ユ
ー エ フ テ ィ (しF T, テ ガ フ ー ル とウ ラ シ ル の モ ル 比が 1 : 4 の
複合製剤) を 投与 し, 残 り の 36例 に は U F T投与 を行わ な か っ た . しF T 非 投与例 の T S活性 は 1･ 8 3± 1 ･ 4 6pm ol/g
(m e a n士S D) で あり , そ の 変動係数(C V)は79.9%で フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に 対す る感受性 の 多様性が 予測 され ′ T S活性
は感受性の 指標に な る と考え られ た , 一 方 , U F T投与例の T S活性 は総 T S活性(総T S) が 6･30±5･39pm ol/g, 遊離 T S
活性 (遊離 TS)が 2.58±2.09pm ol/g で あ り, T S阻害率 [(総 T S一 道離 T S)/ 絵T S〕 は56･3 ±1 2･9%で あ っ た ･ 総 T S は
U F T投与例 で 有意に 高値を 示 し (P<0.0001), t:F Tの 投与に よ り T S産生が増加 して お り , こ れ が抗癌剤耐性の メ カ ニ ズ ム
と な っ て い る こ とが 示 唆され た . しF T非投与例 で 内因性の C H2F H. に よ る最大可 能 T S阻害率を予測す る と8･3±9･3% で
あ っ た . ま た , t:F T投与例 で 遊離葉酸量と T S阻害率の 関係を検討す る と C H2F Hi (r = 0･ 70, P <0 ･01), F HJ(r = 0･6 1,
p< 0.05) の い ずれ も , 高値を と る ほ ど T S阻害率 は高か っ た . こ れ らの こ と か ら , フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤投与時の 葉酸補
給が抗腫瘍効果 の 発現に 不 可欠で ある と考 え られ た . さ らに , しF T投与時の T S誘導の メ カ ニ ズ ム を 遺伝子 レ ベ ル で 検討 した
が , D N Aレ ベ ル で は U F T投与に 関わ らず T S遺伝 子 の 増幅は 認め られ な か っ た ･ T SmR N A転写量 に 関 して も U F T投与
例 と非投与例で有意な差は認め られ ず, T S誘導は m R N A か ら蛋白 へ の 翻訳段階 で 起 こ っ て い ると 考え られ た ■
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チ ミ ジル 酸合成酵素(thymidylate synthas e, T S)ほ メ チ レ ン
テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 (5,10-m e thyle n etetr ahydr ofolate , C HごF HJ
を メ チ ル 基供与体と して デ オ キ シ ウ リ ジ ン 1 燐酸 (de o xyuridi-
n e5
'
-m O n OPhosphat e, d しM P) か ら デ オ キ シ チ ミ ジ ン 1 燐酸
(deo xythymidin e5
'
一m O n OPho sphate , d T M P)を 合成す る酵素で
あり , 核酸新生経路の d T M P合成に 関与する唯 一 の 酵素 で あ
る . T S は核酸代乱 ヒ特異な位置を しめ , 核酸 合成の 律速酵素
で ある こ と か ら抗癌剤 の 恰好の タ ー ゲ ッ ト に な っ て お り
1＼ 現
在も よ り有効な T S阻害剤の 開発が積極的に 行わ れ て い る
2 州
5-フ ロ ロ ウ ラ シ ル (5-fluo ro u r acil, 5-F し) は , 1 9 5 7年 ,
Heidelberger ら
5一 に よ り抗腫瘍効果の 確認が行わ れ て か ら今 日
に 至 る ま で 消化器癌を中心 と して 広く 固形癌の 化学療法に 用い
られて い る . そ の 作用 機序に 関 して も多く の 研 究が な され て お
り , 主と して 以下 の 3 つ が考 え られて い る
6)
: 1) 5-F Uの 代謝





- m O n OPhosphate , F d U M P)と T S お よびCH2FHJ の 3
者 が安定 した 三 重結合体 (te r n ary c o mple x) を 形成す る こ と に
ょ り T Sを 不 可逆的に 不括性化 し , そ の 結果と して チ ミ ジ ル 酸
が減 り , DNA 合成が阻害さ れ る
7〉畠'
. 2 〕 5qFし が 括性型の フ ロ
ロ ウ リ ジ ン 3燐酸 (5-flu or o u ridin e5
'
-triphosphat e, F しT P) に
代謝さ れ 直接 R N Aに 取 り込 まれ , 正常 で な い R N A がつ く ら
れ , 細胞障害が発揮 され る
…






代謝 され 直接 D N Aに 取 り込 ま れ I D N Aの 機 能障害を起 こ
す 川 . 近年 5-F U との 三 重結合体の 安定性に 関与する 1e u c o v o-
rin の 併用 が進行大腸癌に 高い 奏効率を 示す こ とが 報告 さ れ て
い る1コ‖
3-
. こ の 事実ほ 5-F しの 作用機序の う ちで も T S阻害が そ
の 主 要な メ カ ニ ズ ム と な っ て い る こ とを 示 唆するもの で ある ･
以上 よ り , フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤 に 対する感受性の 度合い
ほ 三 重結合体を形成す る F d U M P, TS, C H2F H4 の 濃度に よ っ
て 規定さ れ る可 能性が考え られ る . F d U M Pの 前代謝物である
フ ロ ロ デ オ キ シ ウ リ ジン (5-flu or o-2
'
-de o xyu ridin e, F dt:rd) を
A bbre viatio ns :A D R, adria mycin ;bp, base pair; B S A, bovine ser u m albumin; C D D P, Cisplatin; C H2F H4･
5,10- m ethyle n etetr ahydrofolate; C M P, Cytidin e 5
,
- m O n Ophosphate･; C V, CO effic e nt of v ariatio n ;d C T P･
deo xycytidin e 5
,
-triphosphate ; d U M P, de o xyuridine 5
,




用い た 研究で は , T S括性が 低い 腫瘍ほ どFdUrd に 対す る感受
性 が高く ‖＼ 逆 に F d Urd 耐性を獲得 した腫瘍制胞 の T S活性 は
高い こ と か ら
15〉柑)
, 臨床で の 癌組織 に おい て もT S活性 が フ ッ 化
ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に 対す る感受性 の 指標 とな る もの と考 え ら
れ る . 一 方 , C H2F H｡ を は じめ と した腫瘍内の 葉酸 プ ー ル は 三
重結合体の 安定性 に 関与す る こ と が 知 られ て お り
17 ‖8I
, フ ツ 化
ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤投与時の 葉酸 プ ー ル 増加の 必 要性が強調 さ
れ て い る . しか L なが ら , 現在ま で臨床検体 で の T S活性 , 葉
酸 プ ー ル の 測定 ほほ と ん どな され て お らず , 抗癌剤投与時の 両
者の 変動に 関 して も不 明な 点が 多い .
本研究 で は ヒ ト大腸癌の 検体を用い て腫瘍組織内の T S活性
お よ び葉酸プ ー ル の 代表値 と して C H2F H4 と そ の 前代謝物 で あ
るテ Tl ラ ヒ ド ロ 葉酸(tetr ahydr ofolate , F HJ)を測定 し, 感受性
先走因子 と しての 可 能性お よび フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤投与
時の 外因性葉酸投与の 必 要性を検討 した . さ らに ユ ー エ フ テ ィ
(しF T) 投与後 の 大腸癌観織 を用い て T S活性に 及 ぼす フ ッ 化
ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤の 影響 を観察 し , そ の 変動機序を遺伝子 レ
ベ ル で検討 した .
対象お よび 方法
当科 およ び関連病院に て 手術 に よ り切除 され た 大腸癌5 0症例
50検体 (男性32例 , 女性18例 , 平均年齢64.2歳) を 対象と した .
こ の う ち14例 に は 術前に しF T(大鵬薬品 , 東 京) を経 口 投与
し, 残 り の3 6例 に は 投与 し な か っ た . しF Tの 1 日投与量 ほ
3 00m g が 2例 , 400mg が 9例 , 6 00m g が 3例 で あ っ た . 平均
投与期間は11.7 日, 平均総投与量ほ 4936mg で あ っ た .
T S 酵素活性 , 内 因性葉酸 に よ る 三 重結合 体形成 能 ,
C H2F Hl , F Hl は い ずれ も 3H 了d U M P, T S, C H2F Hヰ の 三者 に
よ る三 重結合体形成を利用 して 測定 した .
Ⅰ .
3B -FdしMP の調整
1. 青田 肉腫か らの チ ミ ジ ン 燐酸化酵素(thymidine kin as e,
T K)溶液の 調整
吉田肉腫 2g に 4倍量の T K用 ホ モ ジナ イ ズ 緩衝液 [0.25
M 庶糖, 5 m M 塩化 マ グネ シ ウ ム , 1 m M ジチ オ ス レ イ ト ー ル
(dithiothr eitol, DT
'
r), 50m M Tris-H Cl(pH 8.0)〕 を 加え ホ モ
ジ ナ イ ズ し, 105,000 G, 60分間遠心分離 した . こ の 上清 を 上述
の 緩衝液に て 1晩透析後 , 10,000G, 20分間遠心分離 し , 上 清を
T K溶液と した .
2 . 酵素反応に よ る 3H-F d U M Pの 生成と 分離
3H二F dUrd(N E N, 東京, 17.9Ci/m m ol, 1 mCi/ml)500pCiを
ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー タ 一 に て 減圧乾閲 し, T K用補因 子溶液
(0.1 M塩化 マ グネ シ ウ ム を含む 0.5 M Tris柵H Cl(pH 8.0) 溶液
1 溶, 100m M A T P溶液 1溶, 120m M α一GlyceroIphosphate 溶
液1溶) 0. 2ml を加 え溶解 した . こ れ に 上 記の T K溶液 0.8
mlを 加え37℃で 1 時間反応させ た . そ の 後蒸留水1 ml, 20%
ト リ ク ロ ロ 酢酸 (trichlo ro a c etic a cid, T C A)0.5ml を加え3000
回 転 , 1 0分 間遠 心 分離 し 上 滞 に T C A除去剤 (1 7, 7%
Trトn-O Ctylamine を 含 む 1,1,2-Trichlor otriflu or o etha n e溶 液)
2
一
- 3ml を 加え1 0分間振漁 し, 3000回 転1 5分 間遠 心分離 し
た . こ の 上清を セ ル ロ M ス プ レ ー ト(M E R C K社 , フ ラ ン ク フ
上
ル ト , ドイ ツ) に ス ポ ッ ト し1M 酢酸: 1 M塩化 リ チ ウ ム混液
(1 : 1 )で展 開 し F d U M P 画分 をか き と り 0.2 M 蟻酸 ア ン モ
ニ ウ ム (pH 5.0) 2ml を加 え抽出, 遠心 分離 し
3
H-F d U M Pを得
た .
Ⅱ . T S活性 の 測定
T S活性 の 測定は spe arsら1g)の 方法に 従 っ た . すな わ ち ▲ 腫
瘍組織 300～ 500m g を 4倍量 の T S用 ホ モ ジ ナ イ ズ 緩衝液
〔0.2 M Tris-H Cl(pH 7. 4), 20m M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル
,
15m M cytidine 5
'
一m O n OTho sphate(C M P), 1 00mM フ ッ 化
ナ トリ ウ ム〕 で ホ モ ジ ナ イ ズ し , 1 05,000 Gで 60分間遠心分離
後, そ の 上 清を酵素溶液(20% ho m oge n ate) と した. こ の 酵素
溶液 0･1ml に 緩 衝液A 〔0. 6 M 炭酸水素 ア ン モ ニ ウ ム (pH
8.0), 0.2M メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.1 M フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム ,
1 5m M C M P〕 0.1ml,
3
H-F d U M P O.1ml, 補 困子溶液 B 〔2
mM テト ラ ヒ ド ロ 葉酸 , 1 6m M ア ス コ ル ビ ン 酸塩 , 9 mM ホ ル
マ リ ン
,
15m M C M P, 20m M メ ル カ プ ト ニ タ ノ ー ル ,
1 00m M フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム , 2% 仔牛血清 ア ル ブ ミ ン (bovin e
S er u m albu min, B S A), 50m M 燐酸 カ リ ウ ム 緩衝液(pH 7.4)〕
0. 05ml を順次 加 え携拝 し , 3 0 ℃で 2 0分間反応 さ せ T S,
3
H-F d U M P, C H2F Hl の 三 重結合体を形成 さ せ た . こ の 反応液
に1 0% T CA O.35ml を加え反応 を停 止 させ 遠心 分離 し , さらに
沈澱を 5 % T C A 2ml で 2 回懸濁 ･ 遠心 した . 分離 した 沈澱に
蟻酸 0.5ml を加 え , 全 量 をバ イ ア ル に 入 れ A C S-Ⅰ シ ソ チ レ 一
夕 ー (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン , 東京)10ml を 加え シ ン チ レ ー
シ
ョ
ン カ ウ ン タ ー (ア ロ カ L S C-1 000, 東京) に て 放射活性を測
定 し T S量 を定量 した .
手術 前に 化学療法 を行 っ て い る症例 の 組織 に お い て は , T S
の 総量(総T S) とF d U M Pに 結合 して い な い 遊離 の T S量(遊
離 T S)に 分け て 測定 した . すな わ ち 上 記と 同様 に して 測定 した
T S活性 を実測遊離 T S活性 (実測遊離 T S) と し, 総 T S活性
の 測定は酵素溶液 0.1mI に 緩衝液A O.1ml を加え , 25 ℃で 3
時間反応さ せ TS に 結合 して い る F d U M P をあ らか じめ遊離さ
せ た 後 , 3H-F d U M P, 補国子溶液B を 加 え測定を お こ な っ た .
実測遊離 T Sに はす で に 酵素溶液内に 存在 した 三 重結合体中の
F d U M Pと
3H-F d U M Pとが 反応中に 入 れ 替わ っ た もの が含ま
れ て い る た め , Spe ar sら
19)の 理 論 に した が っ て 次式に よ り真の
遊離 T S活性 を算出 した .
遊離 T S=(実 測遊離T S-0.13× 総 T S)/0.87
Ⅲ . 内因性葉酸 によ る三 重結合体形成能の測定
T S活性測定の 補因 子溶液B か らテ ト ラ ヒ ド ロ 葉酸を の ぞい
た もの を新 しく補因子溶液 と して 用 い , T S活性 の 測定 と同様
に 測定を行い , 内困性 の 葉酸 の み か ら形成 され る 三 重結合体量
を定量 した .
Ⅳ . 還元 型葉酸プ ー ル (C H2F H｡ , F札) の測定
1 . 覿織 か らの 遊 離葉酸 の 抽出
腫瘍組織 0.2～ 0.4g に 4倍量の 5 % T C Aを 加え ホ モ ジナ イ
ズ し (20% ho m oge n ate)▲ 3000回転 , 5 分間遠心後 , 上階に 1
mlの TCA 除去剤を加え10分間振鼓 した . こ れ を3000回転, 5
分間遠心 しそ の 液層 を分取 し測定 に 使用 した .
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大腸癌組織内 T S活性 と葉酸 プ ー ル の 検 討
2 . 吉 田肉腫 よ りの TS 酵素溶液の 調整
吉田肉腫細胞 に 等量の T S用 ホ モ ジ ナ イ ズ緩衝液を加え , ホ
モ ジナ イ ズ し, 超音波処 理 した後 105,000 G, 60分遠心 分離 し
た . え られ た 上 帝を T Sホ モ ジナ イ ズ 緩衝液 で 2 晩透析 し , 前
述の 内因性葉酸 プ ー ル 測定法に て 内因性葉酸 が完全に 除去され
た こ と を 確認 したも の を T S酵素溶液 と して使用 した .
3 . C H2F Hl, F Hl の 測定
C H2F H. , F H4 は Prie st ら
20一の 方法を 一 部改変 して 測定 した .
すなわ ち , 組織よ り抽出 した サ ン プル 溶液 0.05ml に T S酵素
溶液 0.05ml, 2% B S A O.05ml, 26m M ホ ル マ リ ン 0･05ml,
500nM
3H-F d U M P O.05ml を加 え30 ℃で20分間反応 させ ∴形成
され た 三 重結合体量 を T S活性 の 測定 と 同様 に し て 測 定 し
C H,F HJ と F H4 の 合計量を定量 した . つ づ い て , C H?F Hl+
F Hl 測定法 の 26m M ホ ル マ リ ン を蒸 留水 に 変 え , 同様 に 測定
を行い C H2F Hl を 定量 した . C H2F H4+F H｡ か ら C H:F Hヰ を減
算 して F H4 を もと め た .
Ⅴ . T S遺伝子増幅お よび T Sm R ＼A転写量の解析
1 . プ ロ ー ブ の 作成 と標識
1) T S プロ ー ブの 作成
国 立 遺伝学研 究所瀬野博 士 か ら 供与 を受 け た ヒ ト T S
cD N A を鋳型 と して 特異的 D N A増幅反応 (polym e ra s e chain
re a ctio n, P C R)
21一に て D N Aを増幅 した . プ ラ イ マ ー と して , ヒ
ト T ScD N Aの 遺伝子配列22一よ り T Sl(A G A G A T GA A T T C-
C C T C T G C T), T S 2(C T G A C A A T A T C C TT C A A G C T)の20塩
基か ら な る 2種類の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 合成 し使用 した .
P C R反応液を低融点 ア ガ ロ ー ス で 泳動 し, 目的と する775塩基
対(bas epair , bp)の D ＼Aを 切り出 しフ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル
ム 抽出 し T S プロ ー ブ と して 用い た .
2) ヒ ト β-グ ロ ビ ン プ ロ ー ブの 作成
P C R法に 用 い る プ ラ イ マ ー と して ヒ ト β-グ ロ ビ ン 遺 伝子配
列23
一
よ り Hβ,g11(A G A G C C A T C T A T T GC T T A C A), Hβ一g12
(T A T G A C A T G A A C T T A A C C A T), Hβ一g13(A G G C A G A A-
T C C A G A T G C T C A )の 20塩基 か ら な る 3種類の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ドを 合成 し た . ヒ ト 胎 盤 D N A を鋳型 と し て HβLgll,
β一g13を プ ラ イ マ ー に 用 い て P C R反応 を行 っ た . 反応液を 低融
点ア ガ ロ ー ス で 泳動 し目 的とす る 1578 bp の D N A を切 り出 し
フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 した . さ らに こ の D N Aを 鋳型
と して Hβ-gll, Hβ-g12 を プライ マ ー と して 用 い て 再度 P C R反
応を行 っ た . 反応液を 低融点 ア ガ ロ ー ス で 泳 動 し目 的 と す る
576bp の D N A を切 り出 し フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ■ロ ホ ル ム 抽出し プ
ロ ー ブ と して 用 い た .
3) P C R反応
鋳型 D N A Ip gに 対 し P C R反応緩衝液 〔10m M Tris-H Cl
(pH 8.3), 50m M 塩化 カ リ ウ ム , 1.5m M 塩化 マ グネ シ ウ ム〕,
デ オキ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド混合液 〔de o xyade n o sin e5
'
-triphoL
SPhate (d A T P), de o xy gu a n o sin e 5
'
rtripho sphate (d G T P),
deo xycytidin e 5
'
Ltripho sphate (d C T P), deo xythymi din e 5
'
-
tripho sphate(d T T P) 各200pM〕, T her m u s aquatic u s(Taq)
DN A ポ リメ ラ p ゼ (Perkin-Elm e rCetu s 社 , Nor w aIk,
US A)2.5単位 , (+) 鎖お よ び (-) 鎖プ ラ イ マ ー 各1/上M を 加
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え , 滅菌蒸留水に よ り全量 100〃1 に 調整 した . 加熱に よ る反応
液 の 蒸発を防ぐた め , 1 00FLl の ミ ネ ラ ル オ イ ル (Sigm a 社 , St･
Lo wis , U S A) を重層 した . 反応 に は D N A T her mal Cycler
(Perkin-Elm e rCetu s社)を 使用 し, 熱変性を94 ℃, 2分間, ア
ニ ー リ ン グを55 ℃, 2分間, D N Aの 伸長 を72 ℃, 2分間 と し こ
れ ら を 1 サ イ ク ル と し て26サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応終了後,
上層 の ミ ネ ラ ル オ イ ル を除去し ク ロ ロ ホ ル ム 1 00J`1 を加え振
と う し, 上層に 増幅後 の D N A溶液を得た .
4 )プ ロ ー ブの 標識
す べ て の プ ロ ー ブ ほそ れ ぞれ 25ng ず つ を マ ル チ プ ラ イ ム ･
ラ ベ リ ソ グ24-･ キ ッ ト (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン) を 用 い て
[α→ 32P〕d C T P(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ バ ソ)で 標識 した . な お , β- ア
ク チ ン プ ロ ー ブほ コ ス モ バ イ オ (東京) よ り購入 した .
2 . 高分子 D N Aの 抽出
各大腸癌組織 を 6 ml の ホ モ ジ ナ イ ズ 緩衝 液 〔20m M
Tris,H Cl(pH 7.5), 0.1M 塩化ナ ト リ ウ ム , 1.5m M MgC12〕 中
で ホ モ ジ ナ イ ズ し, ホ モ ジネ ー ト を フ ァ ル コ ソ 2059チ ュ
ー ブ に
入 れ , 1500回 転 , 5分 間遠心分離 した , 上 帝を 捨て ベ レ ッ † に
水冷 T N E溶液 〔10m M Tris-H Cl(pH 7.5), 0.1M 塩化ナ ト リ
ウ ム , 1rnM エ チ レ ン ジ ア ミ ソ 四酢 酸(ethyle n edia min etetr a-
a c etic a cid, E D T A)〕 4 mlを加え 懸濁 し, 10% ドデ シ ル 硫 酸ナ
ト リ ウ ム (s odiu m-dode cyトs ulfate , S D S)を 200pl, 10m g/mlの
プ ロ テ ィ ナ ー ゼ Ⅹ溶液を 6恥1加え , 混合後50 ℃で一 晩加温 し
た . TrisE D T A(T E) 緩衝液飽和フ ェ ノ ー ル 4 ml を加え 4時間
穏や か に 撹拝 し, 3000 回転, 30分間遠心分離 し, D N Aを 抽出 し
た . 液層を 分取 し, ク ロ ロ ホ ル ム 2r山, T E緩 衝液飽和 フ ェ
ノ ー ル 2 ml を 加 え 据坪後 , 3 00 0回 転 , 2 0分 間遠心分離 し
D N Aを抽出 した . 再度ク ロ P ホ ル ム 4mlに お い て 抽出を 行 っ
た 後 D N A溶液に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A(Sigm a 社)200pgを加 え
37 ℃, 30分間反応 させ た . そ の 後 , T E緩衝液飽和 フ ェ ノ ー ル
4 mlに て 1 回 (3000 回転, 30分), T E緩衝液飽和 フ ェ ノ ー ル ･
ク ロ ロ ホ ル ム ( 1: 1 ) 4mlに て 1 回 (3000回 転, 20分), ク ロ
ロ ホ ル ム 4 ml に て 1 回 (300回 転, 1 0分) 抽出を行 っ た . 分取
した 液層に 400/上1 の 3M 酢酸 ナ ト リ ウ ム , 8 ml の エ タ ノ ー ル
を 加え3000 回転 , 30分間遠心分離 し エ タ ノ ー ル 沈澱を 行 っ た .
沈澱 させ た D N A は80% エ タ ノ ー ル 4mlで 洗浄 し , 減圧乾焼 さ
せ た 後 , T E緩衝液 に 溶解 した .
3 . サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
T E緩 衝液中に 溶解 した D N A は, 260n m に お け る 吸光度を
測 定
,
し て D N A濃度 を求 め た 後 (1 0･ D･ = 50鵬/ml), そ の
20鵬 を制 限酵素 Ec oR I(宝酒造 , 京都) に て 完全 消化 した .
D N A溶液 10pl(5pg) に0 .25% プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ,
0.25%キ シ レ ン シ ア ノ ー ル お よ び30% グ リ セ ロ - ル を 含む T E
緩衝液3〟1 を加え 混合 し, 0.5′唱/ml ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを
含 ん だ 泳動緩 衝液 (40m M Tris 酢 酸 (pH 8. 0), 2 m M
EDT A)を用い 定電圧 100 Vに お い て1.0% ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気
泳動を行 っ た . 泳動後 サ ザ ン 法25)に 準 じて ト ラ ン ス フ ァ ー を
行 っ た . すなわ ち , 泳動後 の ゲル を ア ル カ リ変性液(0.5M水酸
化 ナ ト リ ウ ム , 1.5 M 塩化 ナ トリ ウ ム) に浸 し30分間室温 に て
ゆ っ く り振逸 し D N A を変性 させ た後 , 中和液〔3M 塩化 ナ ト
re a ction ;RT-P C R, reV e rSe tr a nSC riptase polym er a se chain r ea ctio n; S D S, S Odiu m dode cylsulfate;S S C, Salin e
s odiu m citrate; T C A, trichloro ac etic acid; T E, Tris E D T A; T K, thymidine kin ase; T S･ thymidylate
Synthas e
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リ ウ ム , 0.5 M Tris-H Cl (pH 7.2)〕に 浸 し15 分間室 温 に て ゆ っ
く り振塗した . 中和操作を 2 固練 り返 した後 , D ＼A はナ イ ロ
ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー Hybo nd-N(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン)に
20× s alin e s odiu m citr at e〔(0.9 M 塩化ナ ト リ ウ ム , 0. 09Mク
エ ン 酸ナ ト リ ウ ム), S S C〕 を用 い て ト ラ ン ス フ ァ ー した . ナ イ
ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ
ル タ ー は10分間紫外線照射を 行 い , D N A
を フ ィ ル タ ー に 固定 した . フ ィ ル タ ー は ハ イ プ リ ダイ ズ緩衝液
〔6 × S S C, 5 × デ ン ハ ル ト液ヱ6j(0.1%ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン ,
0 .1% B S A, 0 .1% フ ィ コ p ル 40), 5 m M E D T A. 0 . 5%
S D S, 50pg/ml 変性 サ ケ精子 D N A〕 中65 ℃の 恒温 水層 に お い
て 2時間の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た , そ の 後 , ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 緩衝液に 0.1%(V/v)
3コ
P 標識 T S プロ ー
ブ を加 え65 ℃に お い て16時間 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ
た . ハ イ プ リ ダイ ズ さ せ た フ ィ ル タ ー は 2 × S S Cお よ び0. 1%
S DS を 含む溶液中で65 ℃15分間の 洗浄を 2 回行 い , 引 き続き
0.2×S S Cお よび0.1% S D Sを含む 溶液中で65 ℃, 1 時間の 洗
浄 を行 っ た . 洗浄後 HyperfiIm -M P(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ バ ソ)を
用 い て - 80 ℃に て オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た . 同 じ フ ィ
ル タ ー を0.1×S S Cお よび0,1% SD S を含む 溶液中 で95 ℃1 0分
間, 2 回洗浄 し T S プロ ー ブを はず した 後, 同様 の 条件 で ふ グ
ロ ビ ン プ ロ ー ブと ハ イ プ リ ダイ ズ お よ び洗浄を行い , - 80 ℃で
オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を施行 した .
4 . 総 R ＼Aの 抽出
グ ア ニ ジ ン フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム法叩 に て 総 R ＼A を抽
出した . すなわ ち , 各大腸癌組織を D溶液〔4 M グア ニ ジ ン チ
オ シ ア ン 酸塩 , 25m M ク エ ン 酸 ナ トリ ウ ム (pH 7,0), 0.5%サ
ル コ シ ル
, 0.1M 2
- メ ル カ プ トニ タ ノ 冊 ル〕 4 ml でホ モ ジナ
イ ズ した後 , 2M 酢酸ナ ト リ ウ ム (pH 4) 600pl, T E緩衝液飽
和 フ ェ ノ ー ル 4 ml, ク ロ ロ ホ ル ム 1. 2ml を順次加 え な が らそ
の つ ど撹挿 し, 続 い て15分間氷中に 静置 した . そ の 後 , 5000 回
転 , 20分間遠心分離 しそ の 上帝 を 回収 した . 再 び 2M 酢酸 ナ ト
リ ウ ム (pH 4=)500pl, T E緩衝液飽和 フ ェ ノ ー ル 4ml, ク ロ ロ
ホ ル ム 1 ml を順次加えなが らそ の つ ど控拝 し, 1 5分 間水中 に
静置 した . 5000 回転 , 20分間遠心分離後そ の 上清 を 回収 し, 2
プ ロ パ ノ ー ル 4ml を 加え混合後 - 20 ℃に 2時 間静置 し た . 次
に700回転 , 20分間遠心分離 しそ の 上 層を 捨て ペ レ ッ ト に D溶
液 40恥1を 加え溶解 した . 2 プ ロ パ ノ ー ル 400〟1 を加 え据拝 し
た後5000 回転 , 1 0分間遠心分離 し, R N Aを沈澱 と して 得た . 沈
澱は80% エ タ ノ ー ル で洗 い , 減圧乾固 させ た後 に 30恥1 の 蒸 留
水 に 溶解 した .
5 . ノ ー ザ ン ブ ロ ッ い ､イ ブリ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ
総 R N A 2仙g を エ タ ノ ー ル 沈澱 させ , 50%ホ ル ム ア ミ ド,
2.2 M の ホ ル マ リ ン を 含む 1 × M O P S溶液 [20m M 3-N-M or-
Pholin o-pr OPa･n e S ulfo nic a cid(pH 7. 0), 5 m M 酢 酸 ナ ト リ ウ
上
ム , 1 m M E D T A〕 に 溶解 し, 65 ℃で 5 分間反応 させ て RN A
の 高次構造を壊 した 後 , 1.0% ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 1 ×M OP S
中で 電気泳動を行 っ た . 泳動終了後 の ゲ ル は 10×S S Cに 浸し
20分間ゆ っ く り振塗 させ た 後 , 20× S S Cを使用 して ナ イ ロ ン メ
ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー Hybo nd-N にト ラ ン ス フ ァ ー した . ナ イ ロ
ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー は10分 間紫外線照射を行 い , R NA を
フ ィ ル タ ー に 固定 した . フ ィ ル タ ー は50%ホ ル ム ア ミ ド, 5 ×
S S C, 50rnM 燐酸ナ ト リ ウ ム , 0.1% S D S, 100pg/ml変性サ ケ
精子 D N A, 4 × デ ン ハ ル ト 液か らな る プ レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 液中で42℃ 4 時間反応 さ せ た . 続 い て こ の プ レ ハ イ プ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ソ 液 を捨 て , 新 しく ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ 液
(プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液 に20% (w/v) 硫酸デ キ ス ト ラ
ン を 加え た もの)を 入 れ , 0.2%(Ⅴ/v)32P 標識 T S プロ ー ブを加
え , 42 ℃ で16時間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た . ハ イ プ リ
ダイ ズ させ た フ ィ ル タ ー は 2 × S S C お よ び0.1% S D Sを含む
溶液中で42 ℃, 1 5分間の 洗浄を 2 回行い , 引 き続き0. 2×S S C
お よび0･1% S D Sを令む溶液中で42 ℃, 1 時 間 の 洗浄 を行 っ
た . 洗浄後 Hy perfilm-M Pを 用い て - 80 ℃で オ ー ト ラ ジ オ グラ
フ ィ ー を 施行 した . 同 じ フ ィ ル タ ー を0.1× S S Cお よ び0.1%
S D Sを 含む 溶液中 で95 ℃10分間 , 2回 洗浄 し T S プロ ー ブを は
ず した 後 , 同 様 の 条 件 で , 32P-d C T Pで 標識 した β-ア ク チ ン
プ ロ ー ブ と ハ イ プ リ ダイ ズ させ た . ハ イ プ リ ダイ ズ させ た フ ィ
ル タ ー は 2 × S S Cお よび0.1% S D S を含む 溶液中で6 0 ℃15分
間 の 洗浄を 2 回行 い , 引き続き0.2× S S Cお よ び0.1% S DS を
含む溶液中 で60 ℃, 1時間 の 洗浄を行 っ た 後 - 80 ℃で オ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た .
6 . オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の 解析
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 上 の バ ン ドの 黒化度を デ ン シ ト メ ー
タ ー (島津C S-9000, 京都)に て 定量 した . サ ザ ン 解析 に お い て
は , β岬グ ロ ビ ン D N A を内部 コ ン ト ロ ー ル と して T S D N Aの 遺
伝 子増幅の 有無 を検討 した . ノ ー ザ ン 解析 に お い て は , β∵ア ク
チ ン m R N Aを 内部 コ ン ト ロ ー ル と して T Sm R N A転写量を定
量 した .
Ⅵ . 統計処理
測定値はす べ て 平均値 ±標準偏差 で 示 した . 二 群 間の 平均値
の 差の 検定に は , Stude nt の t検定を 用 い , P<0.05 を有意と し
た . また , 相関の 有意性の 検定は Pe ar so nの 相 関係数を求め
行 っ た .
な お 大腸癌の 記載ほ大腸癌取扱 い 規約2別 に 従 っ た .
成 績
Ⅰ . 腫瘍組織内 T S活性
1 . U F T非投与例 に お け る腫瘍組織内 T S活性
術前 U F T投与を行 っ て い な い3 6例の 腫瘍組織 内 T S活性
Tablel. T Sa cti vity a nd T S inhibitio n r ate ofthe c olon canc er tiss u es
tre ated with or witho ut U F T
Nu mber of T Stotal T S fre e T SI
C a Se S (pm ol/g) (pm ol/g) (%)
U F T(- ) 36 1.83 ±1.46 1.83 ±1.46
U F T(+) 14 6.30 ±5.39* 2.58 ±2.09 56. 3 士12.9
Res ults a re e xpr e s sed a s m e a n士S D.
T S, thymi dylate syntha.se; T SI, T S inhibitio n r ate
'
*P < 0. 001c o mpar ed with U F T(- )gr o up.
大腸癌組織内 T S活性と葉酸プ ー ル の 検討
Table2. Relatio n ship of TS activity a nd clinic opathologicfa ctors
Nu mber of T Sa ctivity
c as e s (pm ol/g)
Se x
m ale 21 1.81 ±1.5〔ミ
fe m ale 15 1.85 土1.31
w 18
Histolog y m 15
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Re s ults ar e e xpre s sed a s m由 n±S D･
N.S. , n Ot Signific a nt;1y, histologlC aI lyrnphoid in v asio n; V, histologlC al
v a s c ula rin v asio n; n, histologic al m etasta sis of lymph n ode; Histological
cla ssific atio nis asfollo w s, W : W ell differ e ntiated ade n o ca rcinorna. m :
m oderately differ e ntiated aden o c arcin o m a, m u C : m u Cin o u sade noc ar cin
-
O m a.
(m e a n士S D) は 1.83±1.46pm ol/g 腫 瘍重量 (以下略) で あ り,
そ の 変動係数 (C＼り は79. 9% で あ っ た (表 1 ). 性別 , 組織 型
別 ∴ 組織学的 リ ン パ 管侵襲 の 有無 , 組織学的静脈侵襲 の 有無 ,
組織学的 リ ン パ 節転移の 有無別 に 検討す ると , T S括性 は性別 ,
阻織型別 , 組織学的 リ ン パ 管侵襲 の 有無 ∴阻織学的 リ ン パ 節転
移の 有無別 で有為な差を認め なか っ た が , 阻織学的静脈侵襲陰
性例 で は 陽性例 に 比較 し て T S活性 は 有意 に 高値 を 示 した
(p<0. 01) (表 2 ).
2 . U F T投 与例 に おけ る腫瘍組織内 TS 活性
術前 U F T投与例1 4例の T S活性 ほ総 T S が6.30± 5. 39
pm ol/g , 遊離 T S が 2.58±2.09pm oI/g で あ っ た (表1). 腫瘍
組織型 に よ る TS 活性 の 差は 認め られ なか っ た .
一 方 , U F T投
与例 に お け る T S阻害率 ほ56. 3± 1 2.9% で あ っ た . 術 前の
U F T投与目数 , 総投与量と T S阻害率 と の 関連は認め ら れ な
か っ た ( 図1).
Ⅱ . 腫瘍組織内葉酸プ ー ル
1 . U F T非投与例 に お け る 葉酸 プ ー ル
術前 U F T非投与例中採取組織量に 余裕 があ っ た30例で の 巌
織内葉酸プ ー ル を測定 した 結果 , C H2F Hl が 0.91 ±0.88pm ol/
g, F Hl が 0.80±0.80pm ol/g で あ っ た (表3). 性別 , 観織型
別∴組織学的 リ ン パ 管侵襲 の 有無 , 観織学的静脈侵襲の 有無,
組織学的 リ ン パ 節転移の 有無別 で 検討す ると , 範織学的 リ ン パ
節転移陰性例 に 比較 して 陽性例で有意 に C H2F H｡ が 高値 を示 し
た (p<0.05) が , それ 以外は有意な差 を認 め なか っ た (表4).
2 . U F T投与例 に お ける葉酸 プ ー ル
術前 U F T投与例1 4例 で の 遊離棄酸 は C H2F Hl が 1 .6 9 ±
0.94pm ol/g, F Hl が 1.07 ±0.83pm ol/g で あ っ た(衷 3). 遊離
葉酸量と T S阻害率 の 関係を み る と C H2F HJ , F Hi の い ずれも
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Fig･1･ Relatio nship betw e e nT hymidylate syntha s einhibit-
io n r ate (T SI)in c olon c a n c ertiss u e a nd du ra･tion of U F T
e xpo su re(A). Relatio n ship betw e e nT SI in colon ca n c er
tiss u e a nd total dos e of U F Te xpo su re (B)･ Fc･u rte e n
patients re c eiv ed the che m other apeutic age nt U F T
pre oper ativ ely a nd T Sa ctivitie sin their r e se cted c olo n
c a n c ertiss u e s w e re m e su r ed. Cor elatio n c o effic e nt(r)is
O.009(A) a nd O.1 55(B). T SI= [T Stotaト T S fr e e]/T S
totalxlOO(%)
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Ⅲ . 内因性葉酸 に よ る最大可能 T S阻害率
術前 しF T非投与例に お い て す で に 阻織中に 存在する内因性
葉酸の み で の 三 重結合体形成能を検討 した . すな わ ち , 外国性
葉酸を加えず に T S活性 の 測定を行 な っ た と こ ろ , F d U M P結
合能 は 0.13±0.12pm ol/g で あ っ た ∴ こ の 結合館は内因性葉酸
の み で の 最大可能 てS 阻害量を表す と考え られ , T S活 性と の
比を取 る こ と に よ り 内因性葉酸に よ る最大可能 TS 阻害率の 理
論値 が算出 され る . そ の 理論値 は8.3 ±9.3% で あ り最大 で も
50%を越 えな か っ た .
Ⅳ . しFT 投与 に よる T S活性 , 葉酸プ ー ル の変化
しF T投与例に お け る T S活性, お よび 葉酸 プ ー ル の 変化 を
非投与例と比較 した . 総 T S は しF T投与例で 有意 に 高値を 示
し , 遊離 T S で は しF T投与群 で 高値 を取る傾向が認め られ た
が 有意 な差 で は な か っ た (表 1 ). 葉 酸 プ ー ル に 関 し て は
CHヱF Hj が L:FT 投与例で有意に 高値 を示 した が , F Hl で は 有
意 な差を認 め なか っ た (表3 ).
Ⅴ . T S誘導の メ カ ニ ズ ム に 関する検討
1 . T S遺伝子増幅の 有無(囲3)
50例全例の D ＼A を抽出し , βグ ロ ビ ン 遺伝子量 を内部 コ ン
ト ロ ー ル と して T S遺伝子量を測定 した . さ らに T S遺伝子量
Table3. C H2F H. a nd F H. c o nte nts ofthe c olo n c a n c er
tis s u estr e ated with o r witho ut U F T
Nu mber of C H2F H. F H4
c a se s (pm ol/g) (pm ol/g)
U F T(-) 30 0.91 ±0.88 0.80 士0.80ノ
U F T(十) 14 1.69 ±0.94
*
1.07±0.83
Re s ults ar e e xpr e sed as m e an士S D.
*P < 0. 5c o mpar ed with U F T(- )gr oup.
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Fig. 2. Relatio n ship betw e e nT S inhibitio n r ate (T SI) a nd
dos es of C H2F HJ(A) a nd F H. (B)in c olo n c a n c ertiss u es
tr e at ed with t: F T. Fo urt e e npatie nts r ec eiv ed the
Che m o ther ape utic age nt t:F Tpr e oper ativ ely a nd T S
a ctivitie s a nd dos e s of C HコF Hl a nd F HJ in their r es e cted
C Olo n c a n c ertiss u es w er e m es u r ed. T h lin e ar r egr s sion
lin efor m ed fro mthe da.ta points is sho w nin T SIv ers us
C HヱF HJ (r = O J O, p<0.01)a nd TSI v e rs u sF H. (r = 0.61,
P<0.05). T SI= [T St o taト T S fr e e]/T Stotalxl OO(%)
Table4. Relatio n ship of folate co nte nt a nd clinicopathologic al fa ctors
Nu mbe r of C H2F H. FH.
c a s e s (pm ol/g) (pm ol/g)
Se x
m ale 1 6 0.70±0.85 0.70±0.88
fem ale 1 4 1.16士0.85 0.91 ±0.67
W 15
Histolog y m 12
m u c 3
0.91 ±0.97 0.78 士0.85
0.8 1 ±0.83 0.72 士0.74
1.36 士0.18 1.17±0. 63
(-) 18 0.95 土0.8 2 0.8 0 士0.91
(+) 12 0.85 士0.96 0.8 0 士0.58
(-) 24 0.78 ±0.79 0.74 ±0.77
(+) 6 1.45 ±1.02 1.04 士0.85
(- ) 1 5 0.55 士0.65 0.62 士0.61
(+) 15 1.28 士0.93
*
0.98 ±0.91
Res ults are expressed as m ea n士S D.
1y, histologica1 1ym phoidinv a sio n; V , histologic al v as c ularin v a sio n; n,
histological m etasta sis of lym ph n ode; Histological clas sific atio nis as
follo w s, W : W ell differ e ntiated ade n o c arcin o叩a, m : m Oder ately
differ e ntiated ade n o c ar cin o m a, m u C : m u Cin o u s ade n o c ar cin o m a.
†P<0.05c o mpar ed with n (- )gro up.
大腸癌観織内 T S活性 と葉酸 プ ー ル の 検討
が最低値 を示 した D ＼Aを 1 として 各癌鼠織の T S遺伝子量を
数量化す る と , T S遺伝子 量の 最大値は3.73 であ っ た . しか し,
癌覿織 に お い て T S遺伝子の 存在す る17番染色体の 欠失あるい
は重複の 頻度 が高 い こ とが 知 られ , こ の 程度の 遺伝子量 の 違い
を遺伝子増幅 と結論づ け る こ と は で き な い . 少なく とも試験管
内の 5-F U耐性癌細胞 で 認め られ る よう な数10倍程度 の T S遺
伝子増幅は化学療法剤投与の 有無に 関 わ ら ず認 め られ な か っ
No
.
of c olo n c a
.
t is s u e













Fig. 3. So uther nblot a n alysis of T Sa nd β-globin ge n e.
T he 5 iLg Of D N A is olated fr o m c olo n c a n c ertiss u e w a s
digested with re strictio n e ndo n u cle as eEc oRIa nd tr a n sfe-
rr ed t o nylo n m e mbr a n e after ele ctr ophore si in l.0 %
agalo s egel. A m e mbr a n efilte r w a shybridiz ed with a
32P-1abeled T Sa nd β-globin probe. Siz e m a rkers ar e
indic ated to the left. β-globin w a s u s ed as aint er n al















U F T(-) U F T(+)
∩ = 3 6 n = 1 4
Fig･ 4･ T S c op y n u mberin colo n c a n c ertis s u e str e ated
With or witho ut U F T. T Sspe cific sign als fr o mSo uther n
blot w er e qu a ntitativ ely a n alyzed by de nsito metric
S C an ning, T Sc op yn u mber w as n or m alyz ed to the lo w est
O n e Which w as s et atl.0. Each horiz o ntal bar r epr e s e nts
ge om etric m e a n v alu e.
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た . U F T投与の 有無 で T S遺伝子量を比較 した が有意な差 ほ
認め られ なか っ た (図 4 ). ま た , 化 学療法施行例 に お い て
U F T投与日数 , 総投与量と T S遺伝子量 との 関連 を検討 した
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D u r a七i o n (d ay s)
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T o ta l d o s e(m 9 )
Fig. 5. Relatio n ship betw ee nT S c op y n u mber in c ol n
c a n c er tiss u e a nd du ratio n of U F Te xpos u re(A). Relatio-
n ship bet w ee nT Sc op y n u mberin c ol n c a nc e rtiss u e a nd
t ot al do s e of U F Te xpos ur e(B). Fo u rte e n pa tie n ts
r e c eiv ed che m otherape utic age nt U F Tpre operativ ely a nd
T Sc op yn u mberin their rese cted c olon c a n c er tis s u e w as
a n alyzed. Correlatio n c oeffic e nt (r) is -O A 29(A) a nd
- 0.427(B).
No . of c olo n c a. tis s u e
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Fig. 6. No rthern blot an alysis of T Sa nd βTa Ctin mR N A.
The 20p goftotal R N A isolated fro m c olo n c a n c ertiss u e
W aS el ctr opho re s ed a nd tr a n sferred to nylo n m e rnbra n e.
A m e mbr a n efilter w ashybridiz ed with a
32P-labeled T S
a ndβ-畠ctin pr obe. 1 8Sa nd 28Sribo s o m al R N Aw as used
a s a siz e rn arker. β-a Ctin wa s u s ed as ainter n a.l c o ntr ol.
C a,; C a n C e r
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2. T Sm R N A転写活性の 変化 (図6)
覿織量に 余裕の あ っ た30例の T Sm R N A転写量を検討 した ･
β ア ク チ ン mR N A転写量を 内部 コ ン ト ロ
ー ル と し て TS
m R N A転写量を定量 した . さ らに TS m R N A転写量が最低 の
もの を 1 として 各観織中の rnR NA 畳を数量化 した ･ UF T投与
の 有無別に T SmR N A転写量を み る と , 酵素活性 の 増加 に も
関わ らず mR N A量に 関 して は 両者に 有意な差を認め な か っ た
(囲7).
Ⅵ . T Sm R N A からの 翻訳調節に関する検討
1 . t:F T非投与例に お け る T Sm R N A転写量 と T S活性の
関連性
術前 UFT 非投与例 に お い て TS m R N A量と T S活性の 関
連を み ると , T Sm R N A転写量が20以上 の 4例に お い て , 他の
組織と比 較 して 転写量が高値 で あるに も関わ らず T S活性は低
値を示 した . 一 方 こ の 4例を除い て 検討する と , T SmR N A量
と T S活性に は ほ ぼ 一 次の 相関関係が求め られ た ( 図8)･
2 . U F T投与例の T SmR NA 転写量 と遊離 T S活性
U F T非投与例に おけ る TS mR N Aと T S活性 の 関係よ り え
られ た 1次直線上 に U F T投与例の T SmR N A量 と 遊離 T S
の 関係を プ ロ ッ ト して み る と , 12例中 9例で ほ U F T投与に も
関わ らず阻織中に ほ T Sm R N A量に 対応する だ け の 遊離 T S
活性が残存 して い る と考え られ た ( 図9).
考 察
近年の 癌化学療法 の 発達 に よ り, 消化器病 を中心 と した 固形
UF T(h) U FT(+)
∩ = 1 8 n = 1 2
Fig. 7. T S m R N Atr a ns criptio n al a ctivity in c olo n c a n c er
tiss u etr e ated with or witho ut しF T. TS specific sign als
fr o m Norther n blot w ere quantitativ ely a n alyzed by
de n sitornetric s c a n ning . T Sm R N Atr a n scriptio n ala ctivity
w a s n or malyz ed to the lo w est o n e which w a s s et at l･0,
Ea ch horiz o ntal bar repre s e nts ge o m etric m e a n v alu e.
上
癌に お い て もそ の 有効例 が報告 され て い る . しか し. 現在臨床
で行われて い る癌化学療法 は , 多く の 症例 に 画 一 的 な プ ロ ト
コ ー ル を用 い て も っ とも奏効率の 高い 化学療法剤を選択する こ
とに よ り効果を 上 げて きた . しか し , 癌の 発生 が遺伝子の 多段
階変化 に よ る こ とが 明 らか とな り, 個 々 の 腫瘍 の 生物学的悪性
度が異なる こ とを 考 えれ ば , そ れ ぞれ の 腫瘍 に 最適 な化学療法
もお の ずか ら異な る と考 え られ る . した が っ て , 今後癌化学療
法で そ の 奏効率を よ り高 め る た め に は 個 々 の 症 例 で 最適な薬
剤 , ある い はそ の 組み 合わ せ を 選択す る こ と が 必 要に な ると考
え られ る . 特 に 外科的治療前 に 行う化学療法に お い て は 抗癌剤
に 耐性 を示 す癌種 を対象 と した 場合 , そ の 効果が え られ ない ば
か り で な く , 患者 の 全身状態 の 悪化 に よ り術後合併症の 発生率
の 上 昇が危惧さ れ る. 術 前化学療法 を痛手術成蹟向上 の 一 手段
と して 確立 させ る た め に ほ , 術 前に 個 々 の 腫瘍 の 各抗癌剤に 対
す る感受性 を 正 確に 把塩す る こ と が 重要 である と考 え る .
現在 ざ-F Uを ほ じめ と した フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤は消化
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T S m R N A
Fig. 8. Relatio n ship bet w e e nT S m R ＼A tr a n s criptio nal
a ctivity a nd T S e n zym atic a ctivity in n o n-U F Tgro up･
T he e xpr es sed lin eis the lin e a r r egr es sio nlin e (r
= 0･64,
p<0.05)fo r m ed fr o mthe data point s with the e x ceptio n
of 4c as e sin which T SmR ＼At r a ns criptio n al a ctivites
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T S m R N A
Fig. 9. Relatio n ship betw e e nT S m R N Atra n s criptio n al
a ctivity a nd T S fr e e a ctivityin U F Tgro up. The expr es
-
ed lin eis the lin e ar r egre s sio nline for med fr o mthe data
of r elatio nship betw e e nT S m R N Atr a n s criptio n al activity
a nd TS e nzym atic a ctivityin n o nrU F Tgr o up.
大腸癌組織内 T S活性と葉酸 プ ー ル の 検討
ミ ジ ン 系抗癌剤の 標的酵素で あり , そ の 腫瘍組織内の 濃度は感
受性の 指標 に な ると 考え られ る . また , T S はフ ッ 化 ビ リ ミ ジ
ン 系抗癌剤 の み な らず シ ス プ ラ チ ン (cisplatin, C D D P) やア ド
リ ア シ ソ (adria mycin , A D R)耐性癌 に お い て もそ の 活性が 上 昇
して い る こ とが 示 され て お り
29 冊
, 現在 臨床応用 さ れ て い る 他
の 抗癌剤に 対す る耐性 に も関与 して い る と推測 され る .
本研究に お い て 大腸癌魁織の T S活性 は個 々 の 腫蕩で活性値
が大きく異な る こ とが 判 明 した . 試験管内の 実験 で は T S活性
が高い 細胞ほ ど 5-F U へ の 感受性が低 い 関係が認め られ て い る
が
31-
, 臨床 に お い て も T S活性値が抗癌剤感受性 の 指標と な る
こ と が示 唆 され た .
三 山ら32)は胃癌 に お い て そ の 覿織塾 と T S活性が関連性を持
つ こ と を報告 して お り , こ れ に よ り阻織型別に 化学療法の 使用
薬剤を選択す る こ とが 可 能で ある と して い る . こ の よう に 臨床
で えられ る デ ー タ ー か ら T S活性値が 予 測 で きれ ばそ の デ ー
タ ー が化学療法剤選択 の 指標と な りう る . 本研究で は組織学的
に 静脈侵襲が陰性 の 大腸癌覿織 で T S活性が高値を示 し, か か
る指標の 候補と な り うる と考え られ た .
試験管内に お ける T S活性と抗癌剤感受性 の 関係を臨床症例
に お い て も評価する こ と が必 要と 考え られ る が , 実際に 化学療
法施行前 に TS 活性を知 る こ とは そ の 測定 に 必 要 とす る観織豊
がえ られ な い た め 不 可能 で ある . 本研 究で 対象 と した 癌組織も
手術に よ り切除 され た もの で あり , 化学療法 に 対す る感受性を
直接知 る こ とほ で きな い . しか し, 近年の 遺伝子 工学 の 発達に
よ り逆転写酵素¶P C R法 (r e v e rs etra n s cripta s epolym er as e
chain re a ction , R T-P C R) を用い て , 微量の 検体か ら腫瘍組
中の T S m R N A量 を 定 量 す る こ と が 可 能 と な っ だ 3∴
Horiko shiら
34)ほ こ の 手法を用い て 臨床例で の T SmR ＼A量と
5-F U へ の 感受性が関連 して い る こ とを 報告 して い る . 彼 ら の
報告 で は T Sm R N A量と T S活性の 関連 を十分に 検討 して い
な い が , 本研究の 結果 か らは T Sm RN A量 と T S活性と は ほ
ぼ 一 次 の 相関関係に ある と考 え られ , 今後臨床 へ の さ らな る応
用 が期待 され る . ま た , 本研究 で 認め られ た よ うに 腫瘍組織の
T Sm R ＼A量が 非常に 高い に もか か わ らず T S活性 が低 い 症例
がわ ずか に み られ , そ の 磯序 の 解 明が 期待 され る .
T S がフ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に よ る 三 重結合体形成 に 関
与し
,
そ の 結 果 , 抗癌剤感受性の 指標 と な る と同様に , 腫瘍内
の 葉酸 プ ー ル は ≡ 重結合体形成と そ の 安定性に 関与 し抗癌剤感
受性に 影響を与え る こ とが 知 られ て い る35■3b＼ 道伝 らち丁
■
ほ ヒ ト癌
魁織の T Sを 用い て 反応液中に 含ま れ る 葉酸 の 濃度が高い ほ ど
形成 され る 三 重結合体 の 安定性が増す こ と を証 明 して い る . 本
研究 に お い て も しF T を投与 した症例 の 癌組織 で は , C H｡F Hi
およ び F HJ の 濃度が 高い 腫瘍ほ ど TS 阻害率も高く , 臨床例で
も同様 の 関連が証明 され た .
こ の よう に , 腫瘍 内の 葉酸 プ ー ル ほ T S活性と同様 に 抗癌剤
感受性 を検討す る場合の 重要な国子 と な り , フ ツ 化 ビ リ ミ ジ ン
系抗癌剤投与時 の 葉酸補給の 必要性お よび そ の 投与量の 指標と
な ると 考え られ た . さ らに , 本研究 に お い て 嵐織学的リ ン パ 節
転移を伴わ な い癌覿織 で は C H2F H｡ は 有意 に 低値を 示 し, 葉酸
補給の 指標とな りう る と考え られ た .
フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤と葉酸プ ー ル を増加 させ る生化学
的効果修飾剤 で ある 1e u c o v o rin の 併用が 臨床例 で高 い 有効性
を示 して い る こ と か ら , 臨床例 の 癌鼠織に は十分な TS 阻害を
えるだ け の 葉酸 プ ー ル が なく , 多くの 癌阻織で はそ の 補給が必
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要 と考 え られ て い た . 本研究 に お い て 覿織中に 存在す る内国性
の 葉酸の み で 三 重結合体を形成 させ た と こ ろ , そ の T S阻害率
は わ ずか に1 0% 前後 で あり葉酸補給の 必 要性が確認 され た . ま
た , しF T投与例 に お い て は総 T S活性 の 増加が認め られ た が ,
こ れ に 対 し葉酸プ ー ル の 増加率は低く相対的な葉酸 プ ー ル 欠乏
に 陥 っ て い る と予想され た . こ の よ う な フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗
癌剤投与後 の T S誘導ほ腫瘍 の 抗癌剤に 対す る耐性獲得機序の
一 つ と考え られ , 高い T S阻害率を え るため に は腫疹内の 葉酸
プ ー ル の 増加 が不 可 欠と考え られ た . 最近 フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系
抗癌剤 と C D D Pの 相乗効果発現 の メ カ ニ ズ ム と して C D D P に
よる 葉酸 プ ー ル 増加が示 され て お り38 卜
40>
, 1e u c o v orin と 同様 に
生化学的効果修飾剤と して の CD D P併用を よ り積極的 に 行 う
こ と が必 要 で ある と考え られ , 臨 床 に お け る効果が期待 さ れ
る仙 .
フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤投与後 の T S誘導ほ こ れ ま で に も
乳癌な どで観察 され て お り, 抗癌剤耐性の メ カ ニ ズ ム と も関連
して い ると考 え られ て い る
42 仙
. こ の ような T S誘導 の メ カ ニ ズ
ム と して , TS の 遺伝子 レ ベ ル で の 変化が試験管内の 実験 で 証
明 され て い る . すな わ ち T S遺伝子座 に お け る遺伝子増幅441
や , T S遺伝 子 か ら T Sm R ＼A へ の 転 写活性 の 増 加30)が
5-F し耐性細胞 で 認め られ て い る . しか し, 臨床検体 で 同様 の
現象が起 こ っ て い るか 否か に つ い て は 報告 が な い . 最近 ヒ †
T S遺伝子の 全塩基配列が決定 され
4 5-
,
ヒ ト 臨床 検体 に お い て
も D N A, m R ＼A レ ベ ル で の 変化を 検討する こ と が 可能 に な っ
た . T S遺伝 子増幅に 関して は Clark ら46)が 臨床例で 5-F U耐
性 とな っ た腫瘍組織 で 認め られ た と報告 して い る . しか し , 本
研究 で は 化学療法の 有無に かか わ らず T S遺伝子増幅は み とめ
られ な か っ た . そ の 理由と して 今回対象と した U F T投与例で
の 投与期間が平均11.7 日と短い こ と が 考え られ る . 試験管内の
実験 で認め られ る T S遺伝子増幅は , 腫瘍細胞を 5-F U 下に 長
期間培養 して え られ る もの で あり , 1 ～ 2週間程度 の 投与期間
で は遺伝子増幅は起 こ ら ない もの と考え られ る . 今後 , さ らに
長期の 化学療法施行例あるい は 補助化学療法後の 再発例 に つ い
て 検討す る必 要がある .
d 方 , T Sm R N Aへ の 転写活性に 関 して もL:F T投与後 で 変
化は認め られ な か っ た . C hu ら
47}
は 試験管内の 実験 で 5-F U投
与後に T S活性の 増加 が 認め られ る が T S mR N Aレ ベ ル での
変化は 認め られず , T S誘導が m R N Aか ら蛋白 へ の 翻訳 レ ベ
ル で 起 こ っ て い ると報告 して い る . 本研究に お け る T S酵素清
性 , ･ TS 遺伝子の 変化の 検討結果か ら , 臨床の 腫瘍に お い て も
同様に T S誘導が翻訳 レ ベ ル で 起 こ っ て い る と考え られ , こ の
よ うな 翻訳 レ ベ ル で の T S誘導が フ ッ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤に
対す る腫瘍の 耐性獲得機序と な っ て い るもの と思わ れ る .
現在 フ ヅ 化 ビ リ ミ ジ ン 系抗癌剤投与後 の T S阻害の 程度を表
す数値 と して T S阻害率が主 に 用 い られ て い る が , 総 T S中に
は 三 重結合体を形成 して 長期間分解を逃れ た T S が含まれ て い
るた め , みか け上 実際よ り も高い 阻害率 と して 評価 される 可能
性 があ る . 実際 に d T M P合成に 預 か っ て い る 総 T S 量は
m R N A量に 合わ せ て 合成 され る蛋白量と考え られ る . こ の 総
T S畳の うち 三重結合体を形成 して い るもの が 其の T S阻害量
と考 え られ , よ り動 的な T S阻害の 指標が必要と され る. こ の
よ うに , よ り動的な変化と して T S阻害 を考え る と , 翻訳 レ ベ
ル で の T S誘導 は抗癌剤投与後の 遊離 TS 活性の 減少か ら酵素
量 を 回復 させ る巧妙な機構を な して い る と考えられ る . 実際,
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本研究 に お い て 化学療法例に お け る T SrnR N A量 と T S活性
の 関係を み る と t U F T投与に もか か わ らずほ と ん どの 腫瘍組
織中に は T SmR N A量に み あうだ け の 遊離 T S活性があり ,
T S活性が ま っ た く阻害 され て い な い とも考え られ る･ こ の よ
うな 遊離 TS 活性の 急速 な回 復に よ り腫瘍細胞が細胞死か らの
が れて い る と推測 され る .
最近 C hu ら購困 朝 は T S酵素量が T S酵素自体 で 自動調節 され
て お り , さ らに 5-F Uに よ る翻訳段階で の T S誘導 が イ ン タ ー
フ ェ ロ∵/ に よ っ て 抑制 され る と報告 して い る . こ の 事実 ほ , 遊
離 TS 量の 低下が T SrnR N Aに 対 し翻訳活性の 増加の シ グ ナ
ル と して伝 え られ , そ の 結果遊離 T S量が増加 し, 一 定に 調節
され る こ とを 示 して お り , ま た こ の よ うな自動調節が イ ン タ
ー
フ ェ ロ ン に よ り抑制 され るこ とを 示 唆 して い る . 本研究 で 認め
られ た 翻訳段階で の T S誘導 は , こ の メ カ ニ ズ ム に
一 致する も
の で ある . 今後 , フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤 の 効果を よ り高め
るた め に は , こ の T Sの 自動調節を抑制する ような 効果修飾剤
の 開発と臨床応用が 不 可 欠で ある と考え る .
結 論
ヒ ト大腸癌組織50検体を対象と して 狙織内 T S活性 , 葉 酸
プ ー ル を 測定 し, さ らに UFT 投与後の T S誘導 に つ き遺伝 子
レ ベ ル での 検討 を行 い , 以下の 結論せ 得た .
1 . T S活性は 各大腸癌観織 で 大きく異 な り , フ ッ 化 ビ リ ミ
ジ ン 系抗癌剤 に対す る感受性 の 指標 と な る可 能性 を示 し て い
る .
2 . U F T投与例 で の T S阻害率 は腫瘍内の 葉酸 プ ー ル が 高
い ほ ど高値を示 し, フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤投与時 に お け る
葉酸補給 の 必 要性 を確認 した .
3 . T S活性 は じF T投与例 に お い て 有意 に 高値 を 示 し ,
T S誘導が抗癌剤耐性 の メ カ ニ ズ ム とな っ て い る こ と を 示 唆す
る .
4 . こ の よ う な T S誘導 は T S遺伝子増幅 , T Sm R N A転写
誘導に よ らず , 翻訳段階で の 誘導 で ある可 能性を示 唆す る .
以上 の 結果 よ り , フ ッ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤投与時 の 葉酸補
給の 必要性 と感受性指標と して の T S括性測定の 意義 が確認 さ
れた . また 翻訳段階 で の T S誘導が抗癌剤耐性と深く関わ る こ
とが 示唆され , 今後 の 生化学的効果修飾と して T S誘導を抑制
す る効果修飾剤の 開発お よ び 臨床応用が必 要 で あ ると 考え る .
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- m O nOphos
-
Phate(FdU M P), Which is m etabolizedfrom flu orop yrimidine s, dire c tlyinhibitsthe e nzym atic activity of T S thro ugh thefor-
m adon ofate m ary C O mPle xwiththe en zym e and 5, 10- methylenetetrahydr ofblate(CH2F H4). In this study, W e m e a S u red th
e nzymatic activity of TSand fblatepo oIsubstanc esin50h um an C Olorectalc arcin o m atiss uestoin vestigate their rolein th is
C an C erandto c onsidertheirimplic ationsin the c an Cer Che m o血erapy･ Fo urt e en patients receiv ed the chem other ape utic agent
U F Tpreoperativ ely(U F rgr oup), While other 36didnotrec eive anyChe m other apeutic agent(non -U F Tgr oup). h the non-
U Frgro up, the m e anTSacdvity w asl.83±1.46pm ol/g(m e an±SD), and the c o e飴cientofv ariatio n w as79.9 %. TYlis wide
V ariadon sug geststhatTS activity m ay be usefulas a climicalpar am eterreflecting the response tofluoropyrimidines･ In the
UF Tgroup, t O t al TS activity(TS-t O t al), fre eTS activity(T S- fre e), a nd TSinhi bitio n rate(T SI) wer e6.3 0 ±5.3 9
pm ol/g, 2･58士2･09pm ol/g, and 56･3±12.9 %,reSpeCtiv ely. ¶leTS-tOtalvaluein the UF rgr o up w as signific antlyin creased
C O mparedtothatin the n o n- UF rgro up(p<0.(X 氾1), S ug geSting that aninducdon of TStakespla ce withthe UF r treatm ent.
In the non -UF rgroup, the predicted TSI, Which w as c alc ulated fro m TS activity and T Scapacity tobind tointr ac ellular
folate, W aS Only8･3 士9･3%･ In the UF Tgro up, TSIw as c orrelated w 池 thelevels ofbothCH2F H4(r= 0.70, P<0.01) andFH4
(r=0･61,pd)･05)･ Thes e result indic ate thatfblatepoolreplenishm entisnec essaryfor theexpression of the antit um Or aCtivi-
ty of flu or op yrimi din es･ Fu rther studies wer eperfor medtoinve stlgate the mechanism ofTSindu cdonfolo w lng UF Texpo-
S u r e･ So uthe 血blot analysisre v ealedn oTSge ne ampli fic adoninei ther the U F ror n on - U F rgroup. On Northe rnblot anal-
ysIS n O S lgni丘c an tdi 飴renc e w as observ ablebetw eenthe UF randn onq UF Tgr oupsin thelevelofTS m RN A. T heseresults
SuggeSthatthe indu ctio n ofTSfollowlng U F re xpos ureis contro11edatthe b
･a n Slatio nal le vel.
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